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RESUMO 
A aplicação da tecnologia enzimática em óleos e gorduras tem se mostrado primordial na 
substituição de processos químicos tradicionais. A hidrólise enzimática de óleos e gorduras ou 
lipólise é um processo tecnológico que permite a obtenção de ácidos graxos com alto valor 
agregado e baixo consumo energético. Lipases são enzimas de origem vegetal, animal ou 
microbiana, que catalisam a hidrólise total ou parcial de óleos e gorduras. Neste estudo 
avaliou-se a ação da lipase comercial (Kin Master - RS) na reação de hidrólise do óleo de 
girassol e óleo de milho, bem como, selecionou-se a melhor preparação enzimática para a 
realização de posteriores reações de hidrólise de 24h visando identificar a influência das 
principais variáveis que podem alterar o rendimento da hidrólise tais como: concentração de 
enzima, agente emulsificante e solução tamponante. Foram realizadas análises de 
determinação de atividade enzimática, de modo a identificar os principais parâmetros (pH, 
tempo, temperatura e concentração do substrato visando expressar ao máximo de suas 
atividades catalíticas. Os resultados foram bastante satisfatórios quando em comparação com 
as metodologias estudadas, mantendo ainda o tempo de 5 minutos. Quanto ao pH, a lipase 
pancreática Kin Master obteve sua melhor atividade no pH 7,5 na temperatura de 50ºC 
utilizando como substrato o óleo de girassol. Ao utilizar o óleo de milho o pH manteve-se 
igual, mas a temperatura foi de 40ºC. Quanto à concentração do substrato a melhor atividade 
foi na concentração de 50% para o óleo de girassol e de 30% para o óleo de milho. Os 
resultados experimentais observados nas reações de hidrólise indicaram que a melhor 
produção de ácidos graxos totais foi de 36,52 g/L utilizando o óleo de girassol e 29,05 g/L 
com o óleo de milho num período de 15 horas de reação, com uma massa de enzima de 0,30 
gramas nos dois substratos testados. 
Palavras-chave: lipase pancreática; ácidos graxos essenciais, hidrólise. 
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INTRODUÇÃO 
A produção mundial anual de óleos e gorduras, estimada em cerca de 90 milhões 
de toneladas, torna essa classe de materiais importantíssima no contexto econômico 
internacional (GUNSTONE, 1999). Sua maior parte destina-se ao setor alimentício, no entanto, 
é crescente o interesse de obterem-se produtos químicos de maior valor agregado a partir 
dessas matérias primas (DE CASTRO, 2004). A aplicação das enzimas na indústria de óleos e 
gorduras é imensa, apesar de já existirem no mercado algumas preparações enzimáticas bem 
estabelecidas, os processos enzimáticos ainda não estão suficientemente difundidos neste 
segmento industrial. As enzimas podem ser empregadas tanto para resolver problemas 
industriais como a formação de produtos secundários indesejáveis, como para produzir novos 
tipos de óleos e gorduras. A grande vantagem da utilização de lipase é quanto à sua 
regioespecificidade, formando um produto de composição química com maior definição aos 
obtidos por via química tradicional. A tecnologia de produção de ácidos graxos com enzimas 
tem a vantagem de poder ser conduzida em temperaturas baixas e pressões próximas à 
normal, o que reduz o consumo de energia e de produtos químicos agressivos ao meio 
ambiente. As principais vantagens da utilização de enzimas imobilizadas, em relação às 
enzimas solúveis são: aproveitar a atividade catalítica por um maior período de tempo, uma 
vez que a enzima não deve ser desnaturada ao final do processo em batelada; operar de forma 
contínua possibilitando um maior controle das variáveis do processo; facilitar a separação do 
catalisador e do produto da reação, a enzima imobilizada, por estar na forma insolúvel ao 
meio reacional, é retida no interior do recipiente, e o substrato que não reagiu e o produto é 
retirado sem contaminação com o biocatalisador; reduzir o volume de reação, pois se tem uma 
alta concentração enzimática em menor volume de reator, isto é, uma alta atividade por 
unidade de volume, muito superior à que se seria obtida com a enzima livre. Ainda, pelo fato 
do substrato e produto serem expostos a condições de reação mais brandas e por um menor 
tempo de reação, previne-se a ocorrência de reações indesejáveis e a contaminação do meio 
reacional; alterar, em alguns casos, as propriedades catalíticas da enzima em relação à sua 
forma solúvel, como por exemplo: conferir maior estabilidade ao pH e à temperatura, reduzir 
os efeitos de inibição pelo substrato e produto, e, facilitar a interrupção da reação, quando se 
atinge um determinado grau de conversão, pela remoção do biocatalisador se a operação está 
sendo realizada em batelada (CASTRO, 1995; COSTA, 2006). 
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Portanto, o presente estudo objetivou estabelecer um processo enzimático que 
possibilite a produção de ácidos graxos de elevado valor agregado a partir de um substrato de 
fácil disponibilidade comercial. Para esta finalidade foi utilizado como sistema modelo a 
hidrólise de óleo de girassol e milho catalisada por lipases de diferentes empresas para a 
produção dos ácidos graxos essenciais (ω-3 e ω-6). 
 
PARTE EXPERIMENTAL 
 
Materiais 
Neste trabalho foi utilizada uma lipase comercial na forma de pó, de origem 
animal pancreatina fornecida pela Kin Master/RS. Como suporte foi testada quitosana de grau 
farmacêutico (Chitosan) adquirida na Vitalis Farmácia de Manipulação (Criciúma/SC). Foi 
usado como substrato o azeite de oliva (controle), óleo de girassol e óleo de milho para a 
caracterização da lipase livre e imobilizada, adquirido no comércio local. 
 
Como materiais de partida foram utilizados: solventes (acetona, álcool etílico, 
hexano); sais (fosfato dibásico de potássio, fosfato monobásico de potássio); emulsificante 
(goma arábica em pó); óleo de oliva virgem com acidez baixa (Carbonell do Brasil Ltda).  
Equipamentos 
Foram utilizados: para medida de pH – potenciômetro (pHmetro) modelo TEC2 
(Tecnal); as dosagens de atividade enzimática foram efetuadas em agitador de Kleine 
Temporizado (HEMOBLU) com agitação, agitador com aquecimento, modelo Q-261-2 
(QUIMIS); estufa – modelo Q-317B242 (QUIMIS); balança analítica, modelo AG 200 
(GEHAKA); bomba à vácuo modelo Q-355D2 (QUIMIS). 
 
Análises 
Determinação da Atividade Hidrolítica em Função do Tempo 
A atividade enzimática foi determinada pelo método de hidrólise, conforme 
metodologia modificada por SOARES et al (1999). O substrato foi preparado pela emulsão de 
25 mL de azeite de oliva e 25 mL de goma arábica a 7% (p/v). Em frascos Erlenmeyer de 125 
mL foram adicionados: 5 mL de substrato, 4 mL de solução tampão fosfato de sódio (0,1 M, 
pH 7,0) e 1 mL da solução enzimática (5 mg/mL). Os frascos foram incubados a 37°C em 
1Orientador Professor Doutor do Programa de Pós Graduação em Ciências Ambientais da Universidade do 
Extremo Sul Catarinense (UNESC) – Coordenador do Laboratório de Biotecnologia e de Resíduos Sólidos 
e Líquidos (BIORESOL). e-mail: ebp@unesc.net; 2,3Bolsistas de Iniciação Científica (PIC VI e PIBIC III); 
e-mail: rafaelaguiar1986@yahoo.com.br 
diferentes tempos (5, 10, 20, 30 minutos), em estufa termostatizada com agitação (agitador de 
Kleine). Após o período de incubação, a reação foi paralisada pela adição de 15 mL de uma 
mistura de acetona e etanol (1:1). Os ácidos graxos liberados foram titulados com solução de 
KOH 0,02 M, utilizando fenolftaleína como indicador. Os cálculos foram realizados pela 
equação 1 e uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que libera 
1µmol de ácido graxo por minuto de reação, nas condições do ensaio. Para cada análise de 
atividade, foi realizado um branco utilizando água destilada. As atividades foram expressas 
em µmoles/mg.min (U).  
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em que: D  = diluição da amostra; M  = concentração da solução de KOH (M); m = massa de 
enzima (miligramas); t =  tempo de reação (minutos); Va =  volume de KOH gasto na 
titulação da amostra (mL); Vb = volume do KOH gasto na titulação do branco (mL) 
Teor de Ácido Graxo 
A concentração de ácido graxo foi determinada por titulação de alíquotas 
dissolvidas em 15mL de etanol p.a, empregando-se solução alcoólica de KOH 0,02 M e 
fenolftaleína como indicador (MACEDO e PASTORE, 1997; MACEDO e MACEDO, 2004). 
Os cálculos foram efetuados pela equação 2. 
Ácido graxo ( )
W
MNVlitrog ××=/
  (equação 2) 
onde,  M =  massa molecular do ácido graxo titulado (mol); N =  normalidade da solução de 
KOH; V =  volume gasto de KOH (mL); W =  massa da alíquota titulada (g). 
 
PROPRIEDADES CATALÍTICAS DA LIPASE LIVRE E IMOBILIZADA 
Influência do pH 
 As atividades das lipases livre e imobilizada foram estudadas utilizando-se a 
reação de hidrólise do azeite de oliva na faixa de pH entre 3,0 a 9,0 com incremento de 0,5. 
Para este estudo foi empregada a mesma metodologia descrita por SOARES et al., (1999) 
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variando o pH do tampão fosfato de sódio (0,1 M) utilizado na temperatura de 37°C. 
Influência da Temperatura  
 Foi verificada a influência da temperatura na atividade das lipases livre e 
imobilizada empregando-se a reação de hidrólise do azeite de oliva, conforme metodologia 
descrita por SOARES et al., (1999), nas temperaturas de 30 a 65°C, pH 7,0. 
Procedimento de Imobilização  
 
Foi adotado o procedimento de imobilização por ligação covalente empregando o 
glutaraldeído e metaperiodato de sódio como agente de ativação, para comparar a eficiência 
de imobilização. Também foi realizada a imobilização por adsorção física.  
 
Ativação do suporte 
Ativação com glutaraldeído 
O suporte foi embebido em solução de glutaraldeído 2,5% (v/v) e em tampão 
fosfato de sódio 0,1 M e pH na faixa entre 7 e 8, na proporção sólido líquido de 1:10 sendo 
mantido sobre a placa de agitação por 1h. Após este período, o suporte foi lavado 
exaustivamente com água destilada e solução tampão de fosfato, sendo levado à estufa (60 ºC) 
por 24 h. 
 
Ativação com metaperiodato de sódio 
Mediante metodologia descrita por CARNEIRO-DA-CUNHA et al. (1999), o 
suporte foi suspenso em uma solução de 0,5 M de metaperiodato de sódio, sob agitação 
constante durante 90 min em ambiente isento de claridade. Em seguida, o suporte ativado foi 
transferido para um funil de Buchner e lavado com água destilada até a neutralidade do 
filtrado. Após a lavagem, o material foi seco por filtração a vácuo durante 30 min. 
 
Imobilização da lipase por ligação covalente e adsorção fisica 
O suporte ativado foi embebido em hexano (1:10), e mantido sob agitação durante 
2h. Após este período, para cada grama de suporte ativado (matéria seca), foram adicionados 
250 mg de lipase na forma livre. O sistema foi mantido sob agitação até a completa 
evaporação do hexano. Após esta etapa, o imobilizado foi colocado na estufa a uma 
temperatura de 45ºC para total evaporação do hexano num período de aproximadamente 5 
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horas. A fixação da lipase ao suporte foi efetuada sob agitação durante 3 horas a temperatura 
ambiente, seguidas por período adicional de 18 horas em condições estáticas a 4ºC. A 
separação do derivado imobilizado foi efetuada por filtração a vácuo (papel de filtro, 
Whatman Nº 42), sendo realizada duas lavagens do complexo suporte-enzima com hexano. A 
atividade hidrolítica do derivado imobilizado foi determinada pelo método de hidrólise do 
óleo de milho.  
A influência do pH e temperatura nas atividades das lipases livre e imobilizada 
foram estudadas utilizando-se a reação de hidrólise faixa de pH entre 6 a 8, na temperatura de 
25ºC a 60°C. 
 
 
DISCUSSÃO/RESULTADOS  
Preliminarmente foi realizado ensaio de atividade enzimática segundo 
metodologia descrita anteriormente. O tempo ideal para uma melhor expressão enzimática nos 
dois substratos foi de 5 minutos nas condições da reação.  
 
Numa segunda etapa, foi realizada a caracterização prévia da lipase pancreatina 
(Kin Master) quanto ao pH, temperatura e concentração do substrato, conforme mostrado nas 
Figuras 2 a 5. Esta caracterização foi necessária para que se pudesse descobrir sua melhor 
atuação na reação de hidrólise.  
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Atividade Hidrolítica em função do pH 
e temperatura (Óleo de Girassol) 
Figura 3. Atividade Hidrolítica em função do pH 
e temperatura (Óleo de Milho) 
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Figura 4. Atividade Hidrolítica em função da 
concentração (Óleo de Milho) 
Figura 5. Atividade Hidrolítica em função da 
concentração (Óleo de Girassol). 
 
Os resultados com a enzima livre foram satisfatórios, onde o melhor pH foi de 
7,50 para ambos os substratos, enquanto que na caracterização da temperatura houve uma 
diferença de 10ºC entre elas, variando de 40ºC para o óleo de milho e 50ºC para o óleo de 
girassol. Na concentração de substrato a melhor relação foi de 30 % para o óleo de milho e 50 
% para o óleo de girassol (1:1) como exposto nas figuras 4 e 5. Observou-se também que 
houve maior atividade quando utilizado o substrato óleo de milho (4360 U na concentração de 
30%), em relação ao óleo de girassol (2520 U na concentração de 50%).   
 
Terminada esta etapa, selecionou-se um suporte de custo baixo: a quitosana. Este 
suporte foi previamente tratado, antes de se iniciar os dois testes de imobilização. Após a 
imobilização enzimática foram realizados testes em bateladas de 5 minutos para comprovar a 
atividade da enzima imobilizada no óleo de milho que apresentou uma atividade de 320 
unidades. 
 
 
Os resultados foram relativamente baixos quando comparadas com a enzima na 
sua forma livre (4500U), porém, a enzima acoplada ao suporte proporciona uma maior 
estabilidade e reprodutibilidade podendo ser utilizada por um maior espaço de tempo para 
hidrólise dos substratos selecionados (óleo de milho e óleo de girassol).  
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A enzima imobilizada foi caracterizada novamente, e apresentou também 
resultados satisfatórios, ou seja, temperatura estável (T=50ºC), pH=7,50, ficando dentro da 
faixa reportada na literatura. 
CONCLUSÃO 
O presente projeto teve como objetivo principal estabelecer um processo 
enzimático que possibilite a produção de ácidos graxos de elevado valor agregado a partir de 
um substrato de fácil disponibilidade comercial. Para esta finalidade, foi utilizado como 
sistema modelo a hidrólise de óleo de girassol e óleo de milho catalisada por lipase para a 
produção do ácido linoléico (ω-6). A lipase utilizada foi a Kin Máster de produção nacional e 
estabilizada por meio de imobilização em suporte orgânico (quitosana) e em seguida foi 
testada em reatores descontínuos durante 24 horas, de modo a investigar o mecanismo e o tipo 
de cinética de hidrólise. A melhor produção de ácidos graxos foi no período de 13 a 15 horas 
obtendo-se 36,52 g/L para o óleo de girassol e 29,05 g/L para o óleo de milho, sendo que 
foram utilizadas massas de enzimas diferentes (0,30g para um volume de 300 mL no óleo de 
girassol e 0,30g em um volume de 500mL no óleo de milho). Os resultados ainda estarão 
sendo analisados, testados e repetidos com diferentes tipos de concentração para uma 
otimização de cada substrato. Também será avaliado a influencia do sal inorgânico na 
produção de ácidos graxos 
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ABSTRACT 
The application of the enzymatic technology in oils and fats has shown primordial in the 
substitution of traditional chemical processes. The enzymatic hydrolysis of oils and fats (also 
know as lipolisis) is a technological process that allows the attainment of fatty acids with high 
aggregate value and low energy consumption. Lipases are enzymes of vegetal, animal or 
bacterial origin, that catalyze total or partial hydrolysis of oils and fats. This work had as 
objective to verify the action of commercial lipase (Kin Master - RS) in the hydrolysis 
reaction of the sunflower oil and corn oil, as well as, to select the best enzymatic preparation 
for the accomplishment of posterior hydrolysis reactions of 24h aiming at to identify the 
influence of the main variables that can modify the income of hydrolysis such as: 
concentration of enzyme, emulsifier agent and buffer solution. Analyses of determination of 
enzymatic activity had been carried through, in order to identify to the main parameters (pH, 
time, temperature and concentration of the substratum aiming express the maximum of its 
catalytic activities. The results had been sufficiently satisfactory when in comparison with the 
studied methodologies, keeping still the time of 5 minutes. In relation of the pH results, the 
lipase Kin Master got its better activity in pH 7,5 in the temperature of 50ºC using as substrate 
the sunflower oil. When using the corn oil, the pH was remained equal, but the optimum 
temperature was of 40ºC. The concentration of the substrate had the best activity was in the 
concentration of 50% in sunflower oil and 30% in corn oil. The experimental results in the 
hydrolysis reactions had indicated that the best production of fatty acids was 36,52 g/L using 
the sunflower oil and 29,05 g/L with the corn oil in a period of 15 hours of reaction, with an 
enzyme mass of 0,30 grams in two tested substrates. 
 
Keywords: Porcine Pancreas Lipase; essencial fatty acid, hydrolysis. 
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